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1. Bevezetés
A székfoglaló eladás a 2010-ben áttekintett sajátos utazás
(„Peptid-út”: a Trefort-kerttl Lágymányosig) óta eltelt idõben
elért, egyes tudományos megfigyeléseinkrõl tudósítja a tisztelt
Olvasót.1 További tájékozódást nyújthatnak a Magyar Kémiai
Folyóiratban 2012-ben megjelent rövid közlemények, amelyek
az MTA-ELTE Peptidkémiai kutatócsoportban elért,
vonatkozó eredményeket foglalták össze.2,3,4,5 A részletesebb
áttekintésre a – döntõen – angolul közzétett tudományos
közlemények (http://vm.mtmt.hu) adnak lehetõséget. Mindezek
dokumentálják azt a sikeres, tudományos és multidiszciplináris
együttmûködést, amelyben kiváló hazai és külföldi munkatársak, 
partnerek és elkötelezett diákok vettek részt.
A biokonjugátumok kutatása, önálló tudományterületként
1990-ben jelent meg, amikor az American Chemical Society,
Claude F. Meares professzor (University of California, Davis)
fõszerkesztõ felkérésével Bioconjugate Chemistry címmel,
elindította folyóiratát. Az eredeti tudományos közleményeket
közlõ lap megjelenése integrálni volt képes a sokféle
tudo-mányterületrõl származó elõzményeket, amikor definiálta
a biokonjugátum fogalmát és lehetõsé-get adott olyan
szintézismódszerek, kémiai és biológiai analitikai eljárások
közlésére, amelyekkel jól definiált vegyületekhez lehet jutni (1.
ábra). A biokonjugátum olyan vegyület, amely két-vagy több
partner molekulát kovalens kötéssel kapcsol össze úgy, hogy
komponensek a kötés kialakítása után is megõrzik eredeti
funkcionális sajátságaikat, amelyek motiválták a kovalens
kapcsolatot. Ilyen tulajdonságok lehetnek: a „riporter” sajátság
(pl. kromofór/fluorófór jelleg, radioaktivitás), a kötõdési/
felismerési képesség (pl. enzim-szubsztrát, hormon-receptor,
ellenanyag-antigén) vagy az in vitro/in vivo kifejtett „biológiai”
hatás (pl. citosztatikus/citotoxikus hatás, sejtbejutási képesség,
vagy a specifikus im-munválaszt kiváltó képesség,
farmakokinetikai sajátság). 6,7
1. Ábra. A biokonjugátum kutatás eredményeinek bemutatására az American
Chemical Society 1990-ben indította a “Bioconjugate Chemistry” folyóiratát
http://pubs.acs.org/journal/bcches. E tudományterület forrásvidéke szerteágazó,
kialakulásában szerepet játszott – többek között – a kémia, a biológia, a
biotechnológia és a gyógyszerkutatás.
A kémikus számára a fenti követelmény teljesítése komplex
feladatot jelent. Egyrészt azonosítania kell a partner
vegyületeknek azon részeit (funkciós csoportokat, régiókat),
amelyek részt tudnak venni a konjugálási folyamatban, azaz
nem felelõsek a kérdéses – megõrzendõ – funkcionális
tulajdonságért. Másrészt, olyan kémiai kötést kell kiépíteni a
partnerek között, amely kellõen stabil és nem befolyásolja a
partne-rek jellemzõ, a funkcionális sajátságokért felelõs
szerkezeti elemeit. Ez azt jelenti, hogy a kísérletezõ a lehetséges 
reakciókörülmények (pl. hõmérséklet, fény, oldószer, sav/bázis 
érzékenység) által meghatározott „kémiai teret” (chemical
space) jelentõs mértékben csökkenteni kényszerül. Ügyelnie
kell arra, hogy a szintézis és a cél-vegyület tisztítása során
„enyhe” körülményeket használjon. Tevékenysége akkor
tekinthetõ sikeresnek, ha a biokonjugátum szerkezete nemcsak
megegyezik a kívánt struktúrával, de a funkcionális jellemzés
során megbizonyosodott arról, hogy a komponensek
megõrizték azon biológiai, spektroszkópiai stb.
tulajdonságaikat, amelyekkel a kémiai kötés létrehozása elõtt
rendelkeztek. 8,9 A fentiekbõl érzékelhetõ, hogy a
biokonjugátumok tervezése, szintézise, jellemzése
multidiszciplináris megközelítést követel meg, amelyben a
szerves kémiai kompetencia jelentõsen kiegészül. A
biokonjugátumok kutatását jelentõsen motivál-ja a széleskörû
alkalmazás is: az alaptudományokban, az életjelenségek
sejtszintû vizsgálatától a gyógyszerkutatásig, a korszerû
molekuláris diagnosztikától a teljes test képalkotó technikák
fejlesztéséig.10 
A következõkben néhány példán, a peptid-biokonjugátumok
illetve komponenseik kutatása során feltárt új törvény-
szerûségeket, eredményeket mutatom be – a teljesség igénye
nélkül.
1. A poszt-transzlációs módosulás hatása az ellenanyag
felismerésre
Az következõ példák segítségével azt vizsgáltuk miért
viselkednek a fehérjék bizonyos szakaszai epitópként, azaz
milyen szerkezeti tényezõkre vezethetõ vissza az
immunfelismerésért felelõs molekula részlet (epitóp,
antigéndetermináns) megjelenése.11,12 Lineáris B-sejt
epitópok azonosítása során tisztáztuk, hogy a
poszt-transzlációs módosítás13 (glikozilezés vagy
citrullináció) kiemelt szerepet játszhat egyes fehérjék
immunválaszt kiváltó sajátságának kialakulásában. A
tumoros megbetegedéssel összefüggésbe hozható fehérjék
(pl. mucin glikoproteinek) illetve az autoimmun
betegségekben autoantigénként szerepet játszó fehérjék (pl.
filaggrin, fibrin, desmoglein14,15) a poszt-transzlációs
módosulás elõtt nem viselkednek „idegen” fehérjeként, míg
azt követõen immunreakciót váltanak ki. 
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Ismeretes, hogy az érintett mucin glikoproteinek egészséges
szövetben jelentõs mértékben glikozilezettek, míg
rosszindulatú megbetegedésekben – nemcsak túltermelõdnek,
de – a tumoros szövetbõl izolált fehérje alig tartalmaz
szénhidrát oldalláncokat. A fehérjegerinc így hozzáférhetõ-vé
válik az immunrendszer számára és mint „testidegen antigén”
fehérje immunválaszt indukálhat. E jelenségnek mind
diagnosztikai, mind pedig terápiás jelentõsége is lehet. Korábbi
vizsgálatainkban azonosítottuk az vastagbéltumorok esetében
kimutatott mucin 2 glikoprotein egyik lineáris B-sejt epitópját
(21TQTPT25)16 és epitóp régióját (16PTPTGTQ22) (2. ábra).17 
2. Ábra. A mucin 2 glikoprotein ismétlõdõ szakaszán az epitóp (16PTPTGTQ22) 
azonosításának gondolatmenete: térszerkezet predikció, átfedõ peptidek
szintézise és kötõdésvizsgálata, a potenciális glikozilezési helyek.
Annak tisztázására, hogy a glikozilezés milyen szerepet
játszhat a mucin 2 glikoprotein immun-felismerésében olyan 
biokonjugátumokat állítottunk elõ, amelyekben a
16PTPTGTQ22 hepta-peptid egy, kettõ, vagy mindhárom Thr 
oldal-láncához monoszacharid egység kapcsolódik.18
Kimutattuk, hogy akár egyetlen monoszacharid (D-glüköz)
egység jelenléte és poziciója jelentõsen meghatározhatja a
fehérjeszakasz ellenanyag-kötõdését (3. ábra). A D-glükóz a
T17 vagy T19 aminosav oldallánchoz kapcsolódva csökkenti
az ellenanyag fehérje kötõdésének a mértékét: a cukorrész
nélküli peptid – ellenanyag kölcsönhatást jellemzõ értékhez
(IC50 = 6,4 µM) képest gyengébb kötõdésre utaló IC50 = 25
µM (T17) illetve IC50 = 39 µM (T19) értékeket kaptunk.
Ugyanak-kor T21 oldalláncához kapcsolt D-glükóz teljesen
megakadályozza az ellenanyag -epitóp kötõdést (IC50 > 1000 
µM) (3. ábra).18
Megfigyelték, hogy az autoimmun folyamatok pl. a rheumatoid 
arthritis (RA) esetében az arginin (Arg) helyett citrullint (Cit)
tartalmazó fehérjék fontos szerepet játszanak a betegség
kiváltásában. Igazolták, hogy a peptidil-arginin-deimináz
enzimek családja, amely az Arg/Cit átalakulást katalizálja,
bizonyos fehérjékben (pl. fibrin, filaggrin) megváltoztatja a
töltésviszonyokat. Ennek hatására módosul a térszerkezet, új
fehérjeszakaszok exponálódnak, a megváltozott aminosav-
oldallánc hozzájárulhat új, immunválaszt kiváltó epitópok
megjelenéséhez, patogén (autoimmun) ellenanyagok
bioszintéziséhez (4. Ábra).19
3. Ábra. A monoszacharid egység jelenlétének ellenanyagkötõdést
befolyásoló hatása. A mucin 2 glikoprotein ismétlõdõ szakaszán
azonosított epitóp peptid (16PTPTGTQ22) kötõdésének mértékét a
D-glükóz a 17-es vagy 19-es pozicióban csökkenti, a 21-es Thr
módosítása pedig teljesen megszünteti. 
4. Ábra. A peptidil-arginin-deimináz (PAD) enzimcsaládja katalizálja
bizonyos fehérjékben (pl. fibrin, filaggrin) elforduló Arg/Cit átalakulást.
Ez megváltoztatja a töltésviszonyokat és módosul a fehérje térszerkezete.
Együttmûködésben Prof. Sármay Gabriellával és
munkatársaival (ELTE Immunológia Tanszék) a filaggrin
egyik epitóprégióját (306SHQESTXGXSXRSGRSGS324) (X 
= Cit) vizsgálva megállapítottuk, hogy az autoimmun válasz
kiváltásában döntõ szerepe van az Arg/Cit átalakulásban
résztvevõ aminosavak számának és egymáshoz viszonyított
elhelyezkedésének (5. ábra). 20,21 
Ezen epitóprégión belül – az egészséges és RA betegségben
szenvedõ személyek szérummintái-nak összehasonlításával –
azonosítottuk azt a legkisebb peptidszakaszt (311TXGRS315),
amely ellenanyag (B-sejt) epitópként viselkedik és alkalmas
lehet a betegség korai és specifikus kimutatására.20,21
5. Ábra. Az Arg/Cit átalakulás szerepe a filaggrin
306SHQESTXGXSXRSGRSGS324 epitóprégióban. A citrullin megjelenése 
a 12. 14 és 16-os pozicióban az arginin helyett kiemelt fontosságú. A
peptid N-terminálisának rövidítése vezet a 311TXGXSXRSGRSGS324
peptid epitóphoz, amelynek N-terminálisán azonosítottuk a minimális
(„mag”) epitóp (311TXGRS315) pentapeptid szakaszt.
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Egy másik kísérletsorozatban azt vizsgáltuk, hogy miként
befolyásolja az peptid orientációja (N-C vagy C-N) illetve hossza 
az ellenanyagkötõdést. Ennek érdekében olyan biokonjugátum-
sorozatokat szintetizáltunk, amelyben a (hosszabb) epitóprégió
peptid (306SHQESTXGXSXRSGRSGS324) illetve a (rövidebb)
epitóp peptid (311TXGRS315) N-vagy C-terminálisához biotint
kapcsoltunk.22 (A biotin-avidin kötõdés23, amely a
legerõsebb nem-kovalens kölcsönhatásként [Kd = 1,3 x
10-15] ismert gyakran használják analitikai célra úgy, hogy
biotinnal jelölik azt a vegyületet, amelynek a receptor/enzim
kötõdését vizsgálják.24) A konjugátum avidinkötõdési
tulajdonságának megõrzését az biztosította, hogy a biotin és
az epitóp peptid között 6-aminohexánsav „távolság-tartó”
részlet került beiktatásra. A négy vegyületet összehasonlítva
megállapítottuk, hogy az epitóprégió peptidet tartalmazó két
konjugátum (306SHQESTXGXSXRSGRSGS324K-biotin és
biotin-306SHQESTXGXSXRSGRSGS324) egyaránt kötõdtek
az RA betegekbõl származó szérumelleanyagokhoz.
Ugyanakkor az epitóp peptid biokonjugátumok között
jelentõs különbség volt észlelhetõ: a biotint az
N-terminálison tartalmazó (biotin-311TXGRS315) peptidet
nem ismerte fel az ellenanyagminta, míg a C-terminálisra
beépített biotin (311TXGRS315-biotin) nem zavarta az
ellenanyagkötõdést (6. ábra). 22 
6. Ábra. Az epitóp/epitóprégió peptid orientációja (N-C vagy C-N) és
mérete (311TXGRS315 vs. 306SHQESTXGXSXRSGRSGS324) egyaránt
meghatározza az ellenanyagkötdést. (ª jelöli a biotint).
E kísérleti eredmények felhívják a figyelmet arra, hogy az
epitópként funkcionáló peptid mérete (5 vs 19 aminosav) és
orientációja (N-C vagy C-N) egyaránt meghatározó lehet az
ellenanyagkötõdésben, s ez hatékony immun-
diagnosztikumok kialakításánál döntõ szempont lehet. 
Egy másik, az RA kialakulásban fontos szerepet játszó,
esetenként arginin helyett citrullint (X) tartalmazó fibrin fehérje 
(a-és b-lánc) antigénszerkezetét tanulmányozva Dr. Guy Serre
professzorral és munkatársaival (CNRS -Université Toulouse
3) folytatott közös kutatá-saink során három immundomináns
fehérje epitóprégiót azonosítottunk. A fibrin a-és b-láncából
származó Arg/Cit tartalmú 34GPRVVXHQSACKDS48
(a36-50) és 60RPAPPPISSGGYXAX74 (b60-74) peptidek
szérum ellenanyagkötésének összehasonlító tanulmányozása
alapján jelentõs különbséget lehetett tapasztalni az
egészségesek és betegek mintái között.25,26 E tanulmányok,
valamint a fentiekben összegzett epitóp orientáció-kötõdés
elemzés alapján választottuk ki azt az ellenanyag (B-sejt) epitóp 
peptidet (60RPAPPPISSGGYXAX74, b60-74), amelyet az
alábbiakban „célbajuttató” egységként használtunk egy három- 
komponensû biokonjugátum tervezésénél, szintézisénél.25,26 
2. Célbajuttatás háromkomponensû peptid-
konjugátumokkal 
A biokonjugátumok kutatásának másik fontos iránya azt
tanulmányozza, milyen szerkezeti fel-tételek teljesülése
szükséges ahhoz, hogy a kovalensen kapcsolt partner
molekula (pl. hatóanyag, fluorofor) szelektíven a kívánt
(cél)sejtbe jusson és ezáltal ne veszélyeztesse az ép sejteket. 
Az általunk tervezett háromkomponensû peptid
biokonjugátumban biodegradábilis poli(tejsav-glikolsav) + 
pluronic sav kopolimer nanoré-szecskéhez kapcsolódik az
az oligopeptid egység, amely felelõs a célsejt
felismeréséért, a specifikus receptorkötõdés kialakításáért,
valamint egy másik oligopeptid, amely képes a célsejt
elpusztítására (7. ábra)27,28 
7. Ábra. Háromkomponens poli(tejsav-glikolsav) + pluronic sav
kopolimer nanorészecskét tartalmazó biokonjugátum, amely több
kópiában, azonos orientációban tartalmaz célsejtfelismerõ fibrin b60-74
(60RPAPPPISSGGYXAX74) peptidet és komplement-aktiváló
(Ac-233C(Acm)NNQTFNGTGPC(Acm)TNV247K-CONH2) peptidet. 
A 8. ábrán vázlatosan bemutatott munkahipotézis alapján azt 
kívántuk megvizsgálni, hogy e konjugátum képes-e
elpusztítatni azokat a B-sejteket, amelyek az
autoimmunválasz során keletkezõ citrullinált fibrin
epitópspecifikus ellenanyagokat állítják elõ.29
Azokat a B-sejteket vettük tehát célba, amelyek a fibrin
b-láncból származó 60RPAPPPISSGGYXAX74 (b60-74)
epitóp-specifikus és a RA autoimmun betegség
kialakulásában szerepet játszó ellenanyag fehérjéket
termelik. Ezen sejtek felszínén ugyanis – a célsejtre jellemzõ
– receptorok vannak, amelyek ezt az epitóp peptidet ismerik
fel, kötõdnek hozzá. 
8. Ábra. A citrullinált fibrin – specifikus ellenanyagot termelõ B-sejtek
lizise („elpusztitása”) háromkomponensû biokonjugátummal. A célsejtet a 
fibrin b-láncból származó 60RPAPPPISSGGYXAX74 (b60-74) epitóp
peptid ismeri fel, míg a lizist a komplement rendszer aktiválásával a Ac-233C
(Acm)NNQTFNGTGPC(Acm)TNV247K-CONH2 oligopeptid indukálja.
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Az elõzõ fejezetben leírtuk22, hogy az epitóp peptid orientációja 
befolyásolhatja az ellenanyaghoz (célsejthez) való kötõdést. E
megfigyelésre való tekintettel az epitóp peptid orientációját úgy 
választottuk meg, hogy a nanorészecskéhez kapcsolást
követõen is megõrzõdjön az ellenanyagkötõdési képesség.
Ezért a peptid (NH2-60PAPPPISSGGYXAX74-CONH2)
szabad N-terminális aminocsoportján keresztül N-C
orien-tációban – savamid kötéssel – kapcsoltunk a
nanorészecske felszínén kialakított szabad karboxil csoporthoz.
A konjugátum másik – szintén a nanorészecske hordozóhoz
kapcsolódó – alkotórésze a sejt elpusztulását, akár kis
mennyiségben is, elõidézni képes molekula. Választásunk
egy komplement aktiváló sajátságú, a HIV gp 120
glikoproteinbõl származó, az irodalomban leirt30
fehérjeszakaszra esett (233CNNKTFNGTGPCTNVSNQ251). 
Elõször e peptid hatásért felelõs részét azonosítottuk, majd a
legrövidebb, konjugálható származékát állítottuk elõ
(9.ábra). 
9. Ábra. A HIV gp 120 fehérjébl származó komplement aktiváló
peptidszakasz (233CNNKTFNGTGPCTNVSNQ251) egyforma, azonos
orientációjú konjugálásra alkalmas változatának létrehozása: a méret, a
kapcsolási hely és a funkciós csoport kialakítása.
Meghatároztuk, mi az a hatásért felelõs legkisebb
molekularész, amely még megõrzi a komplement aktiváló
sajátságot. Kikisérleteztük, hogy a peptid mely funkciós
csoport felhasználásával kapcsolható úgy a nanorészecskéhez,
hogy ne veszítse el sejtpusztulást eredményezõ funkcióját. A
legkisebb (233CNNKTFNGTGPCTNV247), hatásos oligo-
peptidet alkalmassá kellett tenni az egyféle és azonos
orientációjú térbeli „megjelenésre”. Ezért a Lys236 aminosavat 
helyettesítettük (Gln236) és egy további aminosavat (Lys248)
építettünk be a peptid C-terminálisára. E vegyület megõrizte
komplement aktiváló hatását azután is, hogy a C-terminálison
keresztül C-N orientációban, savamid kötéssel konjugáltuk a
nanorészecskéhez.
Összegezve megállapítható29, hogy a háromkomponensû,
biodegradábilis poli(tejsav-glikol-sav) + pluronic sav kopolimer
nanorészecske konjugátum nagy számban és azonos
orientációban tartalmaz sejtfelismerõ epitóp peptidet
(60RPAPPPISSGGYXAX74) és sejtpusztulást elõidézõ
komplement aktiváló peptidet (Ac-233C(Acm)NNQTFNGTGPC
(Acm)TNV247K-CONH2) (7. ábra). A háromkomponensû,
biodegradábilis konjugátum a) kötõdik fibrin b-lánc ß60-74
epitóp peptid specifikus IgG ellenanyaghoz és RA betegbõl
szá
rmazó B-sejtekhez, b) aktiválja a komplement rendszert és
ennek kö-vetkezményeként, c) elpusztítotja in vitro azokat a
B-sejteket, amelyek fibrin b-lánc b60-74 epitóp peptid
specifikus ellenanyagot (autoellenanyag) termelnek. 
E konjugátumcsalád létrehozása és jellemzése a
Kutatócsoport (Dr. Magyar Anna és Dr. Uray Katalin
fõmunkatársak), Prof. Kiss Éva ((ELTE Kémiai Intézet,
Határfelületi-és Nanoszerkezetek Laboratóriuma), Prof.
Sármay Gabriella (ELTE Immunológia Tanszék) és
munkatársaik közös eredménye, amely új távlatokat nyithat a 
rheu-matoid artritisben szervedõ betegek kezelésben. 
3. A hatóanyag célbajuttatás peptid-konjugátummal: a
protein expresszió – mechanizmus kutatás 
Korábbi kutatásaink során a tumorellenes hatású antraciklint 
(daunomicint, Dau) konjugáltuk a sejtfelszíni struktúrákat
szelektíven felismerõ monoklonális ellenanyagokhoz31 ,
elágazó láncú polimer polipeptidhez32, valamint
sejtpenetráló oligoarginin peptidhez.33,34 (10. ábra) 
Eredményeink arra utaltak, hogy a szabad hatóanyag és
fehérjével, elágazó láncú polipeptiddel vagy oktaargininnel
konjugált származékok hatása és sejtekbe történõ bejutása
egymástól eltérõ mechanizmus szerint valósul meg. 
10. Ábra. A tumorellenes hatású daunomicin ellenanyag fehérje,
szintetikus polipeptid és oligopeptid konjugátumai.
A Dau, kismolekulaként diffuzió útján, a receptor felismerõ
egységgel bíró ellenanyag konjugátum receptor mediált
endocitózissal, míg a különbözõ szintetikus polipeptid
konjugátumok – a hordozó szerkezete által meghatározott
módon – az „A típusú” scavenger receptor
bekapcsolódásával vesz részt a folyamatban.34,35,36,37
Új kísérleteinkben, az ErbB2 receptor ligandumát az
LTVSPWY oligopeptidet és Dau-t tartalmazó konjugátum
állítottunk elõ.38 Az ErbB2 receptor fokozott expresszióját
figyelték meg bizonyos (pl. HER2 receptor pozitív emlõ)
tumorok esetében39, ligandumát fágtár stratégia segítségével
azonosították.40 A két partner vegyületet oxim kötéssel
kapcsoltuk össze, a védett, N-terminálisán aminooxi-acetil
csoportot tartalmazó peptidet szilárd hordozón állítottuk elõ és
hasítás után a konjugálás oldatban valósult meg (11. ábra). 38
123. évfolyam, 3. szám, 2017.
Magyar Kémiai Folyóirat - Elõadások 129
11. Ábra. A Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugátum szintézisének
stratégiája és körülményei, a konjugátum jellemzése (lásd MS és Rt
értékek)
12. Ábra. A Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugátum kémiai stabilitása,
in vitro citotoxicitása (IC50 értékek) és sejtfelvétele (% Dau pozitiv sejt, c
= 0,8 – 100 µM, 90 perc) különböz ErbB2 receptort tartalmú sejteken.
A tiszta és szerkezetileg jellemzett konjugátum
felhasználásával azt kívántuk vizsgálni, hogy mennyiben tér el
tumorsejt fehérje-expressziós profilja a szabad és konjugált
Dau kezelés esetében. Elõször a konjugátum stabilitását
vizsgáltuk a tervezett kísérleti körülmények között annak
tisztázására, hogy nem bomlik-e a vegyület a sejtek számára
használt médiumban. Négy tumor-sejtvonalat összehasonlítva
megállapítottuk, hogy a HL-60 humán leukémia sejtek
reagálnak a legérzékenyebben a vegyületekkel (szabad és
Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugátom) történõ kezelésre. E
megfigyelést mind az in vitro citotoxicitás (IC50 = 0.53 ± 0.12
µM), mind pedig a sejtbejutás vizsgálat (99,2 % c = 0,8 µM, 90
perc) megalapozta (12. ábra).38
A kezelés után, a kétdimenziós gélelektroforetikus
elválasztást követõen, a fehérje fragmentálás és a
tömegspektrometriás aminosav-sorrend meghatározás,
valamint a protein adatbázisban való keresés világosan
kimutatta, hogy a Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugátum
illetve a szabad Dau kezelt sejtek – a kezeletlen kontrol
sejtekhez képest – más fehérjéket, más mennyiségben
szintetizálnak.38
A szabad daunomicinnel és a célfelismerõ egységgel
rendelkezõ konjugátummal kezelt HL-60 humán leukémia
sejtek közötti különbség igen markánsnak bizonyult (13. ábra).
A proteomikai módszerekkel azonosított három fehérje közül
kettõ [proliferating cell nuclear antigen (Cyclin), protein kinase
C inhibitor protein 1 (KCIP-1)] több mint 10-szer nagyobb, míg 
a tubulin beta-5 chain fehérje 5-ször kisebb mértékben jelent
meg a Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugátummal kezelt
sejtek hidrolizátumában, mint a szabad Dau kezelést követõen.
13. Ábra. A szabad daunomicin (A) és a Dau=Aoa-LTVSPWY-amid
konjugátum (B) hatása HL-60 humán leukémia sejtek protein expressziós
mintázatára a kétdimenzios poliakrilamid gélelektroforézis után.
A kezelt sejtek fehérje mintázata nemcsak egymástól, de a
kezeletlen sejtekétõl is jelentõs mértékben különbözik (14.
ábra). A kezeletlen sejtekhez képest a szabad Dau hatására
két fehérje expressziója megemelkedik (tubulin beta-5 chain
fehérje, Ran-specific GTPase-activating protein), míg két
másik fehérjébõl kevesebb van jelen [(proliferating cell
nuclear antigen (Cyclin), actin, cytoplasmic 1 (beta-actin)].
A Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugátum fordított
változást idézett elõ a HL-60 sejteken: a proliferating cell
nuclear antigen (Cyclin) expressziója jelentõsen nõtt, míg a
tubulin beta-5 chain fehérje kifejezõdésnek mértéke
csökkent. Ugyanakkor két másik fehérje expresszióját a
konjugátum nem befolyásolta [Ran-specific GTPase-
activating protein, actin cytoplasmic 1 (beta-actin)]. A
protein kinase C inhibitor protein 1 (KCIP-1)] fehérje szint
viszont markánsan emelkedett.38
14. Ábra. A kezelt és kezeletlen sejtek protein expressziós profiljának
összehasonlítása - egy lehetséges értelmezés: Cyclin és tubulin beta-5
fehérjék mindkét folyamatban szerepet játszanak, a Ran-binding protein 1
és actin változik a szabad Dau kezelés után, és a protein kinase C
(KCIP-1) változik a Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugátum kezelés után.
Érdemes megjegyezni, hogy a „receptor-célfel-ismerõ” egység
lecserélése a Dau=Aoa-LTVSPWY-amid konjugátumban
sejtpenetráló tulajdonságú oligopeptidre (pl. oktaargininre, 10.
ábra) újabb, a fentitõl eltérõ mechanizmusú (nem
receptor-mediált) sejtbejutást tesz lehetõvé és más
fehérjemintázatot eredményez (közlés alatt). 
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E vázlatos áttekintés is jelzi, hogy e proteomikai megközelítési
módszer lehetõséget adhat a hatásmechanizmus (szabad vs.
konjugált hatóanyag) megértésére, valamint új fehérje
célpontok, bio-szintetikus utak felfedezésére.
Ezek a megfigyelések jelzik a szabad és konjugált kemoterápiás 
szerek eltérõ hatásmechanizmusát, s új utakat nyithatnak meg a
gyógyszer-hatóanyag célpontok azonosításában. 
4. Kitekintés 
Összefoglalva, az elmúlt években új konjugálási stratégiák,
szintézismódszerek, analitikai eljárások kidolgozásával és
felhasználásával, valamint szisztematikus szerkezethatás
összefüggések elemzésével olyan, új konjugátumokat
állítottuk elõ, amelyekben tumorellenes (daunomicin,
vin-blasztin41, fólsav antagonista származékok42,43,44) vagy
antimikrobiális hatású molekula kapcsolódik oligo-vagy
polipeptidhez45,46 A hatásos vegyületek esetében ígéretes
elsõ lépéseket tettünk a hatás mechanizmusának tisztázására
is (pl. a konjugátum által kiváltott protein expressziós profil
jellemzésére38, a tubulin rendszerre gyakorolt hatásra41, a
„scavenger A” receptor37 illetve más felvételi utak47
azonosítására vonatkozóan). 
Újabb eredményeink jelzik, hogy e vegyülettípus alkalmas lehet
a) fehérjék antigészerkezetének feltárására11,12, egyes
poszt-transzlációs módosulások tanulmányozására (lásd
autoimmunitás molekuláris szintû jellemzése), b) tumorellenes
szerek hatásának kutatására, a sejten belüli folyamatok
megértésre (lásd szabad és konjugált Dau
hatásmechanizmusának proteomikai elemzése). Ezen
alapkutatási eredmények ugyanakkor megalapozhatják új,
hatékony pl. diagnosztikai módszerek és terápiás megközelítések 
kialakítását bizonyos az autoimmun betegségek vonatkozásában
illetve új gyógyszercélpontok azonosítását („target validálás”)
tumor-és vagy mikrobiális fertõzés ellenes hatóanyagok
fejlesztésére. Az elmúlt évtizedekben, a hagyományostól
alapvetõen eltérõ típusú gyógyszerkutatási irányzatok
kibontakozása összefüggésben van a biokonjugátumok sikeres
megjelenésével a gyógyászatban (pl. a bizonyos kórképekben
ígéretes monoklonális ellenanyagok és kemoterápiás szerrel
vagy „riporter” molekulával konjugált változataik). Másrészt
elõtérbe került a célfelismerõ, a célsejt-bejutást elõsegítõ
struktúrát tartalmazó oligopeptid -hatóanyag konjugátumok
szintézise, tulajdonságaik vizsgálata szerkezethatás
összefüggések feltárása révén.
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Bioconjugates - the solution lies in concerted action 
Novel results and observations are presented in the field of
two-or three-party peptide-bioconjugates including the
preparation and structural/functional analysis of the
components coupled by covalent linkage. In this type of
research the chemical space utilized by the researcher could
be rather limited in terms of experimental conditions (e.g.
temperature, pressure, light, solvent) applied. This is due to
requirements concerning bioconjugates in which all
two/three components must preserve their functional
properties (e.g. spectral characteristics, binding, biological
activity). It means no changes in these features are allowed
after the development of the covalent bond(s) formed
between or among the parties. 
In the first two studies, the effect of post-translational
modification of proteins on immune recognition was
investigated. In this project, we have identified antigenic
sites (epitopes) of a protein to learn more about the structural
requirements for immune reactions. More precisely we
intended to identify changes in the protein structure
responsible for immune recognition (e.g. antibody-antigen
or/and T-cell-antigen). During the identification of linear
(sequential) B-cell (antibody) epitopes we have clarified the
role of two types of post-translational modifications
(glycosylation, citrullination). Namely, relationship was
analyzed between the antibody binding properties and
glycosylation status of an epitope originated from mucin 2
glycoprotein derived from cancer patients or healthy
individuals. We have demonstrated that the presence of even
a single monosaccharide unit (D-glucose) in a “right”
position (16PTPTGT(Glc)Q22) could fully destroy the
binding of a monoclonal antibody recognising the
non-glycosylated peptide epitope (16PTPTGTQ22) of mucin
2 glycoprotein. Similarly, we have studied several
epitope-regions from proteins (filaggrin, fibrin) whose
citrullinated forms are playing a pivotal role in the
development of autoimmune diseases like rheumatoid
arthritis (RA). By designing, synthesizing and using a group
of new oligopeptide-biotin conjugates we have observed that 
the interaction of autoimmune polyclonal serum antibodies
raised against citrullin (Cit) containing proteins (e.g.
filaggrin, fibrin) markedly depends not only on the number
and relative position of Arg/Cit post-translational
modifications, but also on the orientation (C to N or N to C
terminal) of the epitope/epitope-region peptides. These
findings were applied for measuring the antibody levels in
serum samples from diseased as well as healthy subjects with 
tumour (mucin 2 glycoprotein) or with rheumatoid arthritis
(filaggrin). Data are promising to develop novel, sensitive
and selective peptide antigens (synthetic peptides) for
efficient and early diagnosis and following up the result of
therapies. 
We have prepared novel bioconjugates for targeting of
effector compounds to relevant cellular targets. In a
three-party conjugate an oligopeptide was attached to a
biodegradable, non-toxic copolymer nanoparticle of
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) /pluronic acid as
recognition unit. With this epitope peptide of fibrin ß chain
the nanoconjugate was able to bind specifically to B-cells
producing citrullinated fibrin in RA. The third component of
the bioconjugate was another oligopeptide, but from HSV1
gp 120 protein with the capacity to activate the complement
system. This construct after binding to the surface receptor
of the targeted B-cells (by the epitope peptide) triggered the
complement cascade, which resulted in the lysis of the cell
involved in the autoimmune disease. It is important to
emphasize that uniform and standardized orientation of both
oligopeptides in multiple copies was an essential element of
the design to achieve the desired in vitro action in biological
samples of RA patients. The last example presented provided 
evidences concerning the different mechanism of a free vs.
conjugated antitumour drug in clinical practice. For these
studies daunomycin (Dau), an anthracyclin-type compound
was coupled with an oligopeptide (LTVSPWY) by stable
oxime bond. The effect of Dau and its conjugated derivative
on the protein expression profile of HL60 human leukemia
cells was compared. The peptide component of the conjugate 
represents a ligand of the cell membrane receptor, ErbB2,
which is very much overexpressed on certain tumour cells
(e.g. in HER2 positive breast carcinoma). Both compounds
were cytotoxic in vitro and were taken up by the treated cells
under identical experimental conditions. Thus the conjugate
was engulfed by receptor-mediated endocytosis, while the
free drug penetrated into the cell by diffusion. We have
observed that the protein expression profile of the HL60 cells 
were dependent of the compound used for the
administration. Three proteins were identified, whose
expression was markedly altered. Two were up-regulated
and the third one was present at a very low concentration in
the cell lysate after the same treatment protocol. These data
could be considered as identification not only new markers,
but also new mechanisms guiding the design of novel drug
based on differential protein expression using bioconjugates. 
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